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Abstract＝We　measured　the　number　of　bacteria　in　biofilms　occurring　in　cooling　towers　in　Tokyo　with　respect
to　nutrients　in　medium　and　days　of　culture，　and　observed　rapidly　growing　bacterial　species　forming　colonies
after　2　days　even　in　media　with　a　high　nutrient　value　such　as　BHI　agar　medium．　Based　on　the　partial　base
sequence　of　I　6S　rDNA，　the　bacterial　species　were　identified　as　P．1η05∫6’1’，丑α灰α1∫8ε’z83，　and　P．α10α1ψ1τ’1α．
The　absorbance　of　staining　solution　after　staining　of　these　isolates　ranged　from　O．44　forル11croわαα6rど‘〃πsp．　to
lO．10　for　3ρ1励801ηo’2α3αcro’ηα”c’レorωz蕗L‘玩6rrαη印，　showing　biofilm　formation　of　all　isolates．　Biofilm
fo㎜ation　differed　among　bacterial　strains．　However，　bionlm　fo㎜ation　was　slightly　higher　in　strains　isolated
in　l／lOO　medium．
序　　文
　近年，環境衛生や食品などの製造分野において
「バイオフィルム」という単語を見聞きする機会が多
くなった。一方，医療や医学の分野では古くからバ
イオフィルム感染症として知られていたが，易感染
者の増大により難治感染症としてクローズアップさ
れている。また，バイオフィルムは，衛生工学や製
紙工業などの特定の分野ではスライムと称され，さ
らに一般にはヌメリ，ヌルヌルなどと言われている。
　一般の住環境においても特に湿度が高い浴室や洗
面所，台所等の水周りでは淡紅色を呈するヌルヌル
したバイオフィルムが方々で問題視されている。
人々の生活水準の向上にともない，アメニティー，
すなわち「快適性」という概念が広まり，限られた
居住空間でできるだけ気持ちよく，清潔に生活した
いとの意識が高まってきた。こうした居住者の意識
変化を反映して，居住環境で発生したバイオフィル
ムの外観や感触から不快感を生じ，建築，施工者を
相手に訴訟問題にまで発展した事例もある。
　これまでバイオフィルムは一つの現象としてとら
えられており1’5），構城微生物に関する詳細な検討は，
まだ始まったばかりと言っても過言ではなく，今後
解明されるべき課題は山積みである。そこで今回は，
冷却塔に発生したバイオフィルムを材料にこれまで
とは違った微生物生態学的視点からバイオフィルム
構成菌の解析を行った。
材料および方法
1．供試試料
　都内の冷却塔に発生したバイオフィルムをミクロ
スパーテルでかき取り，冷却水に入れて搬入した。
これを肉眼的に観察した後，滅菌生理食塩水で軽く
遠：心（1，000rpm，3分間）してバイオフィルムを洗
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浄後，ボルテックスミキサーで激しく振とうして可
能な限り均一に分散させて測定材料とした。
2．バイオフィルムの菌数測定
　構成菌数の測定には，BHI寒天培地（DB）と，こ
れを1／10，1／100，1／1，000に希釈した培地，さらに
R2A培地（日本製薬）の計5種類を用いた。10倍段
階で希釈した供試試料を各培地に0．1m1ずつ塗抹し，
25℃で培養しながら経日的に出現集落を計数した。
3．構城菌種の同定
　既報6）と同様に，16S　rDNAの部分塩基配列を基
に分離株の菌種同定を行った。
4．構城菌のバイオフイルム形成能
　分離株のバイオフィルム形成能を検討するために，
96穴平底マイクロプレートにR2Aプロス（日本製薬）
を0．2mlずつ分注し，菌株を接種した。これを25℃
で7日間静・置培養し，ウェル内にバイオフィルムを
形成させた。このバイオフィルムを0．1％クリスタ
ルバイオレッド溶液で3分間染色後，95％エタノー
ル0．2mlで抽出し，溶出した色素の吸光度を波長
570nmで測定し，その強弱からバイオフィルム形成
能を比較した。
成　　績
1．バイオフィルムの構銀製数
　結果はTable　lに示したとおりである。上段のAバ
イオフィルムについてみると，培養2日目でBHI寒
天培地において103CFUの集落が出現した。また，
1／10培地，R2A培地でも同等の菌数であった。しか
し，1／100培地と1／1，000培地では集落の形成は認め
られなかった。5日目になると，1／100培地で
107CFU，1／1，000培地で106CFUの集落が形成され，
他の培地ではいずれも106CFUの集落が認められた。
7日目では1／10培地で珠数が107CFUに増加したが，
その他の培地では顕著な増加は認められなかった。
その後10日目，14日目でも菌数の増加はほとんどな
く，7日目の台数と大差なかった。
　また，下段に示したBバイオフィルムでは，培養
2日目で1／1，000培地を除くすべての培地で集落形成
がみられ，その菌数はBHI寒天培地では104CFU，
1／10培地，1／100培地およびR2A培地ではそれぞれ
105CFUであった。5日目になると，1／1，000培地でも
105CFUの集落が形成され，その他の培地では畳数の
大きな増加はなかった。その後，7日，10日，14日
を経過してもすべての培地において毒筆の増加はみ
られなかった。
2．バイオフィルムの構i成菌種
　結果をTable　2に示した。上段のAバイオフィルム
についてみると，培養2日目でBHI寒天培地，1／10
培地およびR2A培地により分離された菌種はいずれ
もp∫α，ゴ。切。ηα51ηo∬61∫∫であった。また，7日目に集
Table　1．　The　counts　of　colonies　in　the　bbfilm　samples　under　the　various
　　　culture　conditions．
Abio創m
Culture　time
　（days）　　　　　BHI
Media
1／10BHI　　1／100BHI　1／1ρ00BHI　　　R2A???6．4x103＊　　　6．7x103
1．3×106　　　8．Ox106
1．5x106　　　t3×107
1．8x106　　　1．7×107
1．9x106　　　t9×107
　一　　　一　　3．0×103
． ×107　　　1．2×106　　　1．7x106
． ×107　　　2．9x106　　　2．9×106
．8×10フ　　　6．3×106　　　3．9×106
2．5×107　　　8D×106　　　5．0×106
Bbiofilm
Culture　time
　（days）　　　　　BHI
　　　　　Media
1／10BHI　　1／100BHI　1／tOOOBHI　　　R2A???6．Ox104＊
6．Ox104
6．Ox104
6．0×104
6．0×104
3．4×105
3．8×105
2×105
4．4×105
4．4×105
2．4×105
3．0×105
7，2x105
7．2×105
7．2×105
3．0×105
4．4×105
4．4×105
4．4x105
1．8×105
2．8×105
3．6×105
3．6x105
3．6×105
＊；CFU／0．1ml
一：Uncalculable
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Table　2．　Heterotrophic　bacteria　isolated　from　the　bbfilm　samples　under　the　various　culture　conditions．
Abio側m
Culture　time
　（days）
Media
BHI 1／10BH1 1／100BH： 1／1，000BHI R2A
2 ρ5θ〃σb〃70〃∂51η055θ”1　　　ρ3α！ob1η0〃∂5！η055θ”’ ρ5α1σbノη0〃∂5η7055θ〃ア
7 ル〃bハ。ム∂σ亡θ〃1己〃7sp． 　！励ノτoわ∂σ亡θノカ〃ηsp．　　　　　卵ゐハ01ηノご10か如η？sp．
　〃bハ0σθ〃穿ρ〃亡θヨカ＝5　　　5冶η0旨ノヨ0加0∂∂σオθr3’わる瓦0μ5
1コ。ノρん顕。わ∂oオθrob／7幼∂θη5な　　　　　7モヲノァァ｝770〃∂5　sp．
　ル〃bノη00CCα5んノ亡eσS
ル〃b／roか∂ofθノプαηワsp．
卵力m／77治即々ル刀7sp．
ル〃b如ん∂oオθ〃滋π7sp．
脳力ハ。加な仏力加〃7sp．
14　　　γbゆ∂ρ∂引治∂魚∂〃フん’治　　5亡ヨρんγた）oooα！5σ∂ρ削5 ル疹b10σθ〃旨　sp． 3ヨη0曾旧0〃70わθofθノ’5’わ’”b〃5
　　ノ〒b5θoノηoηヨ5　sp，
　ルルbノリ。θ〃旨sp．
ル〃bハ。わθoオθ届απ7sp．
Bbiofi【m
Culture　time
　（days）
Media
BHI 1／10BH1 1／100BHI て／1，000BHI R2A
2　　　ρ5θ〃ob〃70ηθ5ヨ燕∂忽θ〃θ5　ρ5θ〃【メ。／770〃∂5ヨ魚∂侮θηθ5
　　ρ5α1ob1ηα7∂5∂な∂〃フ乃幽
7
月αbbレ0僧κ亡θ！ηρθ旧〃5
　5ん〃7∬0／770η∂5S，
　龍ノわ∂5ρ〃ツ〃2〃ηsp．
ρ5α1do！η0η∂5∂〃〔∂忽θ〃θ5
ρ3ακわη70〃∂5∂必∂〃フん1治
　ρ5α！【わ！η0！7∂5ヨ102毎7ん’物
　刈0’bわμ0！ヨκオθ〃ψθノヨ〃5
みαノob焔ノ？訪0／770／7∂5診0／7θη5／b
　命ノ7”7函。η7017∂5sp．　　　　　　　諏フん”7801ηo〃∂5　SP．　　　　　紛酌yπ～ρ1”旋ノ51ηθ亡！7」承フ亡ノoρ乃μ5
励隔㎎1ρρ♪化な昭だ痕9届θη5な〃θ訪γわρ！〃ん5η7θ酌yわ加oρん〃5　　　ル蝕酌ンわレθκ∂オノ泓5sp．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〃00かヨσ亡θ〃1〃ノη0ん〃かノθ〃5θ
一：Nonisolation
落を形成した貧栄養細菌では，雌cro伽α訪醐sp．や
E膨加。〃z’croわ’L〃ηsp．が共通して分離された。なかでも，
1／10培地での分離菌乱数が最も多く，M’cro働。’8r∫L‘η2
sp．の他，　M’croc6〃αρ厩θαZ’5，　Por帥yroわαo∫8r
ゴ0η8肱θη∫’∫およびハ4fcrOCOCCμ51μ吻∫が同定された。
次に1／100培地において3菌種が分離されており，
Eび’加。η1’ぴ。玩躍ηsp。の他に5αη4αmo〃20加。∫θr∫’わか∫c雌
と：rεrr肋。πα3　sp．であった。14日目の分離菌種は，
BHI寒天培地においてy∂η帥ゆα面αα1た。伽玩1αが同定
された。また，1／10培地では5＠hyloooccα3　cαρ漉∫，
1／100培ではM’croc8〃αsp．，1／1，000培地では
3αη4αrαdηo∂αc’6r∫め’r’cμ5と1～o∫θ01ηoηα∫sp．，　R2A培
地では1協croc6〃αsp．と雌cro勿。∫8r’燃sp．がそれぞれ
分離された。
　また，下段に示したBバイオフィルムでは，培養
2日目に1／1，000培地を除く各培地で分離された菌種
は，P56Z‘40η70ηα∫α1たα1’9ατθ5とP58配40’η0ηα3α1Cα1ψ配1α
が共通していた。さらに，1／10培地ではAc’40voroκ
’8’ηρθrαη5と∫ρ痂ηgo1，20ηα5　sp．，またR2A培地では
AC∫40vorακ∫8加Pεrα’15とP5θμ40κα1∬乃0〃10ηα∫ノαPOπ61Z∫∫5
が同定された。7口目に集落を形成した貧栄養細菌で
は，⑤ρ乃加80’πoηα∫sp．とル1ε∫hyZOP玩1‘‘∫’η6∫乃ylo∫roρ乃湯∫
が共通していた。このほか，1／10培地では
Hε酌α3ρ’r’”‘〃ηsp．，1／100培地では3助〃280ρyx，∫
w∫ザZαr∫飢513，R2A培地ではMε∫hy’ov6r3α∫∫∫13　sp．と
晦COわαα6磁ηZ　6加わ‘‘θη∫8がそれぞれ分離同定された。
3．構成菌株のバイオフィルム形成能
　結果は培養日数と分離培地とともにTable　3に示し
た。まず，Aバイオフィルムでは，雌cro肱。∫θ吻’η
sp．（A－11株，　A－23株）の0。44～5α帽αrαclηo伽α8r
∫’わ’r蜘∫（A－8株）の4．99の範囲で，平均1．28であり，
いずれの分離株でもバイオフィルム形成が認められ
た。これを培養日数ごとの平均値でみると，2日目
の分離株では1．06，7日目の分離株では1．60，14日
目の分離株では0．70であり，やや7日目の分離株で
形成能が高かった。また，分離培地ごとの平均値で
みると，BHI，1／10，1／100，1／1，000，　R2Aでは，そ
れぞれ0．94，1．78，1．81，0．86，0．85であり，1／100
培地での分離株のバイオフィルム形成能がやや高か
った。
　「方，Bバイオフィルムでは，　P5θ‘‘40’ηoηα∫
α1んα〃9飢θ3（B－3株）の0．55～5助∫η801ηoπα5
αro1η傭。∫vorαη∫下め’θrrαη8α（B－12株）の10．10の範囲
で，平均2．73であり，Bバイオフィルム構成菌のバ
イオフィルム形成能は，Aバイオフィルム構成菌よ
りも2倍以上高かった。これを培養日数ごとの平均
値でみると，2日目の分離株では2．09，7日目の分離
株では3．44であり，増殖速度の遅い分離株の方がバ
イオフィルム形成能は高かった。また，分離培地ご
との平均値でみると，BHI，1／10，1／100，1／1，000，
R2Aでは，それぞれ336，2．86，4．13，2．31，1．72で
あり，1／100培地での分離株のバイオフィ．ルム形成能
が最も高く，この傾向はAバイオフィルムの場合と
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来able　3．　Absorbance　of　isolates　by　the　biofiim　formation．
Abiofi！m
Strain　no．　Culture　timeMedia Species Absorbance?????↓?↓??????????????? ????? ??? ?? ?? ??｛ ???｛?　　　BHI
　1／10BHI
　　　BHI
　1／10BHl
　1／10BHI
　1／10BHI
　1／10BH1
1／100BHI
1／100BHI
1／100BHI
1／tOOOBHI
1／1，000BHI
1／tOOOBHI．
　　　R2A
　　R2A
　　R2A
　　　BHI
1／10BHi
1／100BH［
1／1，000BHI
1／1，000BHi
　　R2A
　　R2A
角θ己！obη70〃∂5〃7055θ”7
ρ3θ〃obη70η∂5加055θ〃
1臨σηっわ∂o亡θ！7レη7　sp．
ル〃ヒ7ノて）oθ〃旨ρ〃fθ∂〃診
ノ臨（脚0000〃3〃ノfθ｛ノ5
ル航σ！て）ん∂σオθノ7噸〃ノη　sp．
⊃0ノρ励0わ∂0‘θrdb〃幼∂θ〃5な
5々η幽旧σ加。わ∂oオθr5必加“o〃3
ムノ翼方1η〃7たノリんAαπ7sp．
7診〃77η017∂5　sp．
赫σ！oか∂o亡θ〃セ〃η　sp．
蝕んroノηAoノリわ石㎜sp．
1晩ノリか∂σごθ〃’己ノノη　sp．
脇σノて｝か∂σオθ〃乞！η7　sp，
脇σ10台∂σ亡θ〃り∠〃η　sp．
卵乃πフ1η漏。ノリβ酒㎝？sp．
γbη」9り勿∂痴∂ヨ〃㈲三二〃ヨ
5卸！編00000〃50砂！雄
1晩ノooθノZ白　sp．
ノ〒b5θ0〃70〃ヨ5　sp．
5ヨη0治俗0〃70か∂ofθr　5必〃プσ0〃S
ノ協σノηoθ〃々sp．
ノ吻”か∂0オθノγ’αγηsp．
???????????????????????? 。
Bbio刊m
Strain　no．　Culture　timeMedia Species Absorbance????????????????????? ??　　　BHI
　　　B卜π
　1／10BHl
　1／10BHI
　1／10BHI
　1／100BHI
1／100BHl
　　　R2A
　　．R2A
　　R2A
1／iOBHI
1／100BHI
1／100BH1
1／1ρ00BHI
1／1，000BHI
1／1，000BHI
　　R2A
　　R2A
　　R2A
禽αノσbη70η∂5∂治∂伽ηθ5
禽αノσbノη0η∂5∂治∂〃カ！》〃旨
禽αノob！η0／7∂5∂！6∂伽ηθ5
〆40開脚）ノヨκオθ〃ψθ〆ヨ〃5
5kフん畑。η70〃∂5　SP．
禽θ〃ob1η0η∂5∂治∂〃ρ乃〃ヨ
禽θ〃obη70〃∂5∂必∂伽ηθ5
角θαob1770／7∂5∂1b∂”々乃’冶
〆10撤）較）乙ヨ，￥オθノ7㌍θ旧175
禽α！obL旧〃訪0η70η∂5メ4）0ηe〃5κ5
んb〃う∂5ρ〃7物加sp．
5ρん孟㎎0η70〃∂5∂如ノ77∂龍1吹）ノヨ〃5／5め亡θ”ヨηθ∂
5カ！7〃79ρρηγ吾瞬級7〃bη5∠5
5≧フん㎏oノηoη∂5　sp．
ルた∋〃ル4丁目1〃レ5〃7θ吻わかて）ρん〃5
伽ん0ノηAOハつわた70θヨθ
ルた∋ごカγわρん箆！5〃7θごノルr／b〃0ρゐ〃3
〃00か∂0オθ〃’αη70ゐ〃わ〃θノ75θ
ルグ白一一っレθ雌∂伽　sp．
6．09
0．63
0．55
1，30
448
0．64
0．75
0．71　・
3．82
1．98
5．11
10．1
5．02
5，41
0．94
0．59
1．90
0．58
1．36
同様であった。このように，バイオフィルム形成能
は菌株によって異なり，菌種による強弱の傾向はみ
られなかった。
考
?
　　住環境の水周りに発生するバイオフィルムは，い
わゆる水垢であり，細菌の増殖により自然に発生す
るものである。何気なく見過ごしてしまえば気にな
らないものであるが，最近，度々話題になるのは建
築様式の近代化により住環境に変化が生じたためバ
イオフィルムが多発するようになったのか，あるい
は，日々の生活を快適な住環境の中で過ごそうとい
う意識が高まり，そのため今まで以上に注意深く観
察するようになったためであろうか。いずれにしろ，
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バイオフィルムに対して関心が高まってきているの
は事実である。今後は何らかの対応策を講ずる必要
があるが，相手が微生物の集合体であるだけに容易
に制御することは困難であり，大きな課題である。
　今回の検討により，BHI寒天培地のような栄養価
の高い培地でも2日後に集落を形成できるような増
殖速度の速い菌種がバイオフィルム構成菌として生
息していることが初めて明らかになった。従来，バ
イオフィルム構成菌の測定方法として用いられてき
た貧栄養細菌の測定方法では，試料の希釈や長時間
の培養などにより，記述したAバイオフィルムのよ
うな場合では，これらの増殖速度の速い菌種は測定
対象から除外されていたものと考えられた。
　また，今回分離同定された貧栄養細菌は，これま
でバイオフィルム構成菌としては，ほとんど報告さ
れていない菌種であった7）。このことは，今回の同
定は16S　rDNAの部分塩基配列を基に行ったためと
考えられた。これら分離株のうち，種まで同定困難
な株や塩基配列の相同性から新種と思われる菌株が
多くあり，今後の分類に関する情報の蓄積が不可欠
であると考えられた。
　今回の検討結果から，富栄養培地で2日目に集落
を形成できるような増殖速度の早い構成菌は，
P．η10∬81∫∫（Aバイオフィルム）やP．α久α1∫8θηθ∫と
p．α1cψ助’1α（Bバイオフィルム）であることが明ら
かになり，いずれもP5α‘40η20ηα5属であったことに
注目したい。
結　　語
　今回の検討により，冷却塔に発生したバイオフィ
ルムでは，富栄養培地で比較的短時間に集落を形成
できる菌種も構成菌種の一員であることが初めて明
らかになった。しかし，これら分離株のバイオフィ
ルム形成とその維持における役割や他の菌株との相
互作用などはまったく未知の状態である。今後，こ
うしたことが明らかになればバイオフィルム形成抑
制においても得策が見つかるかもしれない。
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